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PROCEDIMIENTO PARA LA EXTRACCION DE GLUTEN EN ALIMENTOS, 
PROCESADOS Y NO PROCESADOS POR CALOR, COMPATIBLE CON ELISA, 
COMPOSICION Y KITS QUE COMPRENDEN DICHA COMPOSICION 

5 CAMPO DE LA INVENCION 

Esta invencion se relaciona, en general, con el analisis 
de alimentos para enfermos celiacos, y, en particular, se 
refiere a un procedimiento para la extraccion de gluten en 
alimentos, compatible con un ensayo de inmunoabsorci6n con 
10 enzimas ligadas (ELISA) , a composiciones adecuadas para la 
puesta en practica de dicho procedimiento, a kits que 
comprenden dichas composiciones y a un metodo para la 
cuanti£icaci6n por ELISA del gluten presente en un alimento. 

15 ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

La Enfermedad Celiaca (EC) es una enfermedad 
caracterizada por una intolerancia a las prolaminas del 
gluten de trigo, cebada, centeno y avena, que provoca cambios 
en el intestino que conllevan a una malabsorcion. 

20 El gluten . comprende una mezcla compleja de proteinas y, 

mientras no se cono2Ca el componente o componentes t6xicos 
del gluten causantes de la EC, la soluci6n provisional 
consiste en la eliminacion de todos los componentes del 
gluten en la dieta de estos enfermos. De hecho, el unico 

25 tratamiento realmente eficaz para los pacientes celiacos 
consiste en seguir una dieta estrictamente libre de gluten. 
Por este raotivo, resulta esencial la cuantificacion precisa 
del contenido en gluten de los alimentos destinados a ser 
ingeridos por los enfermos celiacos. 

30 Sin embargo, la medida fiable del contenido en gluten de 

los alimentos ha sido una de las asignaturas pendientes en 
los uitimos afios . Actualmente el gluten se determina por 
metodos epi topo-dependientes, tipo ELISA, que emplean 
anticuerpos monoclonales o, policlonales . Un ELISA util para 
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cuantificar el gluten contenido en alimentos lo describen L. 
Sorell et al., en el articulo titulado AAn innovative 
sandwich EL ISA system based on an antibody cocktail for 
gluten analysis", publicado en FEBS letters. 439, 46-50 

_.5 U.SL8-8J-. 

El protocolo rutinario de analisis de gluten en 
alimentos para celiacos, tanto procesados por calor como no 
procesados por calor, consiste en una extraccidn del gluten 
con una solucidn acuosa de etanol al 60% (60% etanol/agua) 

10 seguido de su cuantif icacion por ELISA, 

Uno de los grandes problemas relacionados con la 
analitica del gluten en alimentos radica en que una gran 
parte de los alimentos para celiacos son procesados durante 
su elaboraci6n a elevadas temperaturas (150-220°C) . Debido a 

15 este tratamiento termico, la mayorxa de las fracciones 
t6xicas del gluten (a-, p- y y-gliadinas) se desnaturalizan 
y se hacen insolubles por lo que no pueden ser extraidas con 
60% etanol/agua, Cotno consecuencia de ello, el contenido en 
gluten de estos alimentos procesados por calor, 

20 independientemente del ELISA utilizado, no resulta fiable. 

COMPENDIO DE IA INVEtfCION 

La invencion se enfrenta con el problema de desarrollar 
un procedimiento para la extraccidn cuantitativa del gluten 

25 contenido en alimentos, compatible con los ELISA actualmente 
existentes para la cuantif icaci6n de gluten en alimentos. 

La solucion proporcionada por esta invenci6n se basa en 
que los inventores han observado que el empleo de una 
composici6n que comprende un agente reductor de grupos 

30 disulfuro y un agente disociante en . un tampon de pH 
comprendido entre 7 y 8, antes de extraer el gluten con una 
solucion acuosa de etanol al 60%, solubiliza las fracciones 
toxicas del gluten, lo que permite analizar cuantitativamente 
el gluten contenido en alimentos. 



06- 8- 1 0 ; 1 7 : 0 2 ; KAWAGUT I ^PARTNERS 



Edwards &An ge I I 



;FAX 03 3341 8425 



# 6/ 28 



WO 02/092633 



PCJYES02/00208 



10 



15 



20 



25 



El rendimiento de extraccion de gluten en alimentos 
alcanzado mediante el procedimiento desarrollado por esta 
invencion es muy superior al obtenido mediante el sistema 
convencional de extraccion de gluten basado unicamente en el 
empleo de 60% etanol/agua, tal como se muestra en las Tablas 
1 y 2 (veanse los Ejemplos 1 y 3) • Asimismo, la recuperacidn 
de gluten tanto en alimentos procesados por calor como en 
alimentos no procesados por calor es pr£cticamente 
cuantitativa/ tal como se pone de manifiesto en la Figura 1 
. (vease el Ejemplo 2); 

Un objeto de esta invenci6n lo constituye un 
procedimiento para la extraccion de gluten en alimentos, 
compatible con ELISA, que comprende efectuar la extraccidn 
del gluten con una solucidn acuosa de etanol en presencia de 
una composicion que contiene un agerxte reductor de grupos 
disulfuro y un agente disociante en un tampdn con un pH 
comprendido entre 7 y 8 . 

Un objeto adicional de esta invencion lo constituye 
dicha composicidn util para la puesta en practica de dicho 
procedimiento de extraccidn de gluten en alimentos. 

Otro objeto adicional de esta invencion lo constituye un 
metodo para la cuantif icaci6n por ELISA del gluten present e 
en una muestra de un alimento que comprende la extraccidn 
previa del gluten contenido en dicha muestra- mediante el 
procedimiento de extraccion de gluten previamente mencionado. 

Otro objeto adicional de esta invenci6n lo constituye un 
Kit que comprende dicha composicion util para la puesta en 
practica de dicho procedimiento de extraccidn de gluten en 
alimentos, o sus componentes por separado* Dicho kit puede 
ser utilizado para extraer el gluten contenido en un alimento 
como paso previo a la cuantif icacion por ELISA del gluten 
contenido en un alimento. 
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BREVE OESCRIPCXON DE LAS FIGURAS 

La Figura 1 es un diagrama de foarras que represents el 
porcentaje de recuperacion de gluten tanto en panes 
procesados a distintas temperaturas como en la harina con la 
5 que se han fabricado dichos panes , extraido mediante el 
procedimiento de extraccion de gluten proporcionado por esta 
invencion [INVENCION] o mediante un metodo de referenda [601 
ETANOLJ (vease el Ejemplo 2) . 

10 DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

La invenci6n proporciona una composicion, en adelante 
composicion de la invencion, que comprende un agente reductor 
de grupos disulfuro y un agents disociante, en un tamp6n de 
pH comprendido entre 7 y 8. 

15 El agente reductor de grupos disulfuro puede ser' 

cualquier compuesto capaz de reducir grupos disulfuro, por 
ejemplo, 2-mercaptoetanol (2-ME), ditiotreitol, etc., y sus 
mezclas. La ■ concentracion del agente reductor de grupos 
disulfuro en la composicion de la invencion puede variar 

20 dentro de un amplio intervalo dependiendo, entre otras cosas, 
del agente reductor de grupos disulfuro en cuestion. 

El agente disociante puede ser cualquier compuesto con 
la capacidad de abrir la conformaci6n de las proteinas 
haciendo mas accesible determinadas zonas de la cadena 

25 jbolipeptidica a reactivos externos y anticuerpos, por 
ejemplo, hidrocloruro de guanidina, urea, etc., y sus 
mezclas. La concentracion del agente disociante en la 
composicion de la invencion puede variar dentro de un amplio 
intervalo dependiendo, entre otras cosas, del agente 

30 disociante en cuestion. En una realizacion particular, el 
agente disociante es hidrocloruro de guanidina, y la 
concentracion de dicho compuesto en la composicion de la 
invencion esta comprendida entre 1 y 6 M. Analogamente, en 
otra realizacion particular, el agente disociante es urea y 



35 la concentracion de dicho compuesto en la composici6n de la 
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invencion esta comprendida entre I y 5 M. 

El tampon puede ser cualquier disoluci6n reguladora del 
pH de una disolucion que tampone a un valor de pH comprendido 
entre 7 y 8, por ejemplo, solucion salina con fosfatos (PBS) 
5 con un pH comprendido entre 7 y 8 r Tris con un pH comprendido 
entre 7 y 8, etc* 

En una realizaci6n particular de la composicion de la 
invencion, el agente reductor de grupos disulfuro es el 2-ME, 
el agente disociante es el hidrocloruro de guanidina, y el 
10 tamp6n es PBS con un pH comprendido entre 7 y 8. 

La composici6n de la invencion es util como "c6ctel" de 
extraccion de gluten en alimentos, tanto procesados por calor 
como no procesados por calor. Ha resultado sorprendente 
comprobar que el empleo de la composici6n de la invencidn en 
15 la extracci6n de gluten (que contiene un agente reductor de 
grupos disulfuro y un agente disociante en un tampon con un 
pH determinado) no afecta adversamente a la cuantif icacion 
por ELISA del gluten contenido en un alimento. 

La invencidn tambien proporciona un procedimiento para 
20 la extraccion de gluten en una muestra de un alimento, en 
adelante procedimiento de la invencion, que comprende extraer 
el gluten contenido en dicha muestra con una solucion acuosa 
de etanol en presencia de la composici6n de la invenci6n. 

De forma mas concreta, el procedimiento de la invencion, 
25 \ue comprende extraer el gluten con una solucibn acuosa de 
etanol y separar el sobrenadante que contiene el gluten 
extraido, se caracteriza porque antes de la extraccion con 
dicha $oluci6n acuosa de etanol, la muestra a ensayar se 
mezcla con la composicion de la invenci6n, se incuba a una 
30 temperatura comprendida entre 37°C y 50°C, durante un periodo 
de tiempo comprendido entre 30 y 60 minutos, y se enfria 
hasta temperatura ambiente. 

La concentracion de etanol en la soluci6n acuosa de 
etanol puede variar dentro de un amplio intervalo. En una 
35 realizaci6n particular, dicha solucion acuosa de etanol tiene 
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un contenido en etanol comprendido entre el 50$ y el 70%. 

La muestra de alimento a ensayar se prepara por los 
metodos convencionaleS/ que incluyen/ en su caso, la molienda 
de la muestra, y se deposita en un recipiente apropiado, por 
5 ejemplo, un tubo de propileno. A continuacidn, se aftade la 
composici6n de la invencion, se cierra el recipiente y la 
mezcla resultante se' agita. Ventajosamente, el recipiente que 
contiene dicha 'mezcla se sella/ por ejemplo, con papel 
parafilm, con el fin de evitar la evaporaci6n de dicha mezcla 

10 por accion del calor. £n una realizacion particular, la 
incubacion de la muestra con la composicidn de la invencion 
se efecttia a una temperatura de 50°C durante 40 minutos. 
Finalizada la incubacion, la mezcla resultante se deja 
enfriar hasta temperatura ambiente (entre 15°C y 25°C) . A 

15 continuacidn, se anade una solucion acuosa de etanol, tal 
como una soluci6n acuosa de etanol al 60%, a dicha mezcla y 
se incuba a una temperatura y durante un periodo de tiempo 
apropiado, por ejemplo, a temperatura ambiente durante 1 
hora, con agitaci6n. Posteriormente, la mezcla de reaccidn se 

20 centrifuga, se retira el sobrenadante (que contiene el gluten 
extraido) y, finalmente, se cuantifica el contenido en gluten 
mediante un ELISA del tipo habitualmente utilizado en la 
cuantif icacion de gluten en alimentos- 

Mediante el procedimiento de la invencion se solubiliza 

25 'ipracticamente la totalidad de las fracciones toxicas del 
gluten contenido en alimentos, tanto procesados por calor 
como no procesados por calor. Aunque no se desea estar 
vinculado por ninguna teoria, se cree que la composicion de 
la invencion actua abriendo la conformacion de las proteinas 

30 constituyentes del gluten, en particular, de la fraccion 
t6xica del mismo, y, como consecuencia de ello, se favorece 
su solubilidad en el medio de extraccion* Efectivamente, 
durante el procesamiento termico de los alimentos, las 
fracciones del gluten (las a-, p-, y y-gliadinas) se 

35 desnaturalizan, se rocnpen los puentes disulfuro y, #/ 
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consecuentemente, se forman agregados insolubles que no 
p uec len ser extraidos con 60% etanol/agua. El efecto combinado 
de los componentes de la composicion de la invencion hace que 
(i) el agregado insoluble pueda ser extraido con una solucion 
5 acuosa de etanol (50-70* etanol/agua) y cuantificado por 
ELISA y (ii) que aumente la conformacidn de las moleculas de 
gluten quedando los determinantes antigenicos mas expuestos 
a los anticuerpos, lo que provoca un aumento en la serial de 
ELISA. 

10 No se conocen procedimientos de extraccidn cuanfcitativa 

de gluten en alimentos compatibles con los ELISA disponibles 
para su cuantif icacion. Ha resultado sorprendente comprobar 
que el empleo de un agente reductor de puentes disulfuro, tal 
como 2 -ME/ en combinaci6n con un agente disociante, tal como 

15 . hidrocloruro de guanidina, permite extraer cuantitativamente 
(vease el Ejemplo 2) el gluten contenido tanto en alimentos 
procesados por calor como en alimentos no tratados con calor, 
sin afectar adversamente a su cuantif icacion por ELISA. Los 
resultados mostrados en la Figura 1 (Ejemplo 2) indican 

20 claramente que el procedimiento de la invenci6n constituye 
una herramienta muy apropiada previa a la cuantif icacion por 
ELISA del gluten en alimentos para celiacos procesados y no 
procesados por calor. 

El procedimiento de la invenci6n, parece constituir, por 

25 'tanto, un procedimiento general de extraccion de gluten de 
alimentos, especialmente destinados a los. enfermos celiacos, 
tanto procesados por calor como no procesados por calor, que 
solubiliza las fracciones t6xicas del gluten permitiendo 
analizar cuantitativamente el gluten en este tipo de 

30 alimentos. 

La invencion tambien proporciona un metodo para la 
cuantif icacion por ELISA del gluten presente en una muestra 
de un alimento que comprende extraer el gluten contenido en 
dicha muestra mediante el procedimiento de la invencion y, a 

35 continuacion, cuantificar por ELISA el gluten previamente 
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extraido . 

La invencion tambien proporciona un kit que comprende la 
composici6n de la invencion, o los componentes de dicha 
composicion parcialmente mezclados o separados. Este kit 
5 puede ser utilizado para extraer el gluten contenido en una 
muestra de un aiimento, tanto procesado por calor como no 
procesado por calor, o bien, para extraer el gluten como paso 
previo a su cuantif icacion por EL ISA con el fin de determinar 
el contenido en gluten de la muestra de -alimento ensa/ada. £1 

10 kit puede contener, ademas, el resto de reactivos necesarios 
para la extraccion del gluten, es decir, la solucion acuosa 
de etanol o bien sus componentes por separado, y/o los 
reactivos necesarios para la realizacion de un EL ISA para 
cuantificar el gluten contenido en un alimento, mezclados 

15 total o parcialmente entre si o separados. 

Los siguientes ejemplos sirven para, ilustrar la 
invencidn y no deben ser considerados como limitativos del 
alcance de la misma. 

20 EJEMPLO 1 

Recuperaci6n de gluten en alimentos procesados con calor 
Se realize este ensayo para comparar la eficacia del 
procedimiento proporcionado por esta invencion en la 
extracci6n de gluten en alimentos procesados por calor, a 
25 cliferentes temperaturas, frente a la del metodo utilizado 
habitualmente {Metodo de referenda) . 

1.1 Materiales 

Para la realizacion de este ejemplo se utilizaron los 
30 siguientes alimentos: 

A) Alimentos sometidos a temperaturas elevadas durante el 
proceso de elaboracion (180-220°C) : 

A,l) "sin gluten" pero contaminados de gluten (es decir, 
35 alimentos donde se declara que no contienen gluten 
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pero que, en realidad si contienen gluten) ; 
A. 2 ) alimentos que contienen gluten; y 
A. 3) alimentos "sin gluten" no contaminados de gluten 
(es decir, alimentos que no contienen gluten y se 
5 utilizan coiuo controles) . 

B) Alimentos sometidos a temperaturas ' intermedias (ll6°C 
aproximadamente) : almidones contaminados con gluten. 

10 1.2 Metodo de referencia 

El metodo de referencia es el metodo utilizado 
actualmente en la extraction de gluten utilizando una 
soluci6n acuosa de etanol al 60%. 

Para la realizaci6n de este metodo se pesan 0,125 g de 

15 la muestra de alimento molida y se depositan en un tubo de 
propileno de 10 ml* A continuacion, se afiaden 5 ml de 
soluci6n 60% etanol y la me2cla de reaccion se incuba durante 
1 hora, a temperatura ambiente, en un agitador rotatorio 
fModelo LABINCO BV (posicion 2-3)]. Finalizada la incubacion, 

20 las muestras se centrifugan durante 10 minutos a 3.500 rpm 
(2.500 g), a temperatura ambiente (Centrifuga 5810 
Eppendorf ) , y el sobrenadante se pasa a unos tubos de 
propileno limpios de 10 ml y, a continuacion, se analizan 
mediante un EL ISA basado en un unico anticuerpo monoclonal 

25 k5, utilizado corao captura conjugado a peroxxdasa de rabano 
picante [este EL ISA es similar al descrito por L. Sorell et 
al., FEBS Letters, 439, 46-50 (1988) excepto que, en este 
caso, el sandwich del ELISA esta basado en un unico 
anticuerpo monoclonal R5, utilizado como captura y conjugado 

30 a peroxidase de rabano picante; este ELISA permite 
cuantificar el gluten de trigo, cebada y centeno con una 
sensibilidad de detecci6n de 1,5 ppm) . 

La solucion acuosa de etanol al 60% se prepara 
mezclando, por ejemplo en una probe ta, 300 ml de etanol 

35 (Scharlau Nv 121) y 200 ml de agua milli-Q (resistividad 18 
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MQcm) y se guarda en frasco de vidrio. 

1.3 Frocedimienco de la invencion 
El procedimiento de la invencion consiste en efectuar la 

5 extraccion de gluten utilizando una solucion acuosa de etanol 
al 60% en presencia de un agente redactor y de un agente 
disociante y en presencia de un tamp6n de pH 7-8. 

Para la realizacion de este procedimiento se pesan 0, 125 
g de la muestra de alimento molida y se depositan en un tubo 

10 de propileno de 10 ml. A continuation, se anaden 1/25 ml de 
una composicion (coctel de extraccion) constituida por 2-ME 
250 mM, hidrocloruro de guanidina 2 H y 0,lx PBS. Los tubos 
se cierran con el tapon de rosca/presion y se sellan con 
papel parafilm para evitar la evaporacion por el calor. La 

15 mezcla de reaccidn se mezcla en un vortex y se incuba en una 
estufa a 50°C durante 40 minutos. Finalizada la incubacion, 
la mezcla de reaccion se deja enfriar hasta temperature 
ambiente, y se anaden 3,75 ml de una solucion acuosa al 80S 
de etanol a la mezcla de reaccion y se incuba durante 1 hora 

20 a temperatura ambiente en un agitador rotatorio [Modelo 
LABINCO BV (posici6n 2-3)]. Posteriormente, las muestras se 
centrifugan durante 10 minutes a 3.500 rpm {2.500 g) a 
temperatura ambiente (Centrifuga 5810 Eppendorf) y el 
sobrenadante se pasa a tubos de propileno limpios de 10 ml de 

25 propileno y, a continuaci6n, se analizan por ELISA. 

La soluci6n acuosa de etanol al 80% se prepara 
mezclando, por ejemplo en una probeta, 400 ml de etanol 
(Scharlau Nv 121) y 100 ml de agua milli-Q {resistividad 18 
Mflcm) y se guarda en frasco de vidrio. 

30 La composicion o coctel de extraccion, constituida por 

2-ME 250 mM, hidrocloruro de guanidina 2 M y 0,lx PBS, se 
' prepara, por ejemplo, pesando 3,8 g de hidrocloruro de 
guanidina Mr 95,53 (Fluka 50940) y anadiendo 15-18 ml de una 
solucion de PBS (0,lx). A continuaci6n se anaden 349 ul de 2- 

35 ME 14,29 M (Sigma M-6250), se enrasa hasta 20 ml con soluci6n 



'ax 
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PBS (0,lx) y se mescla hasta disolucion total. 

La solucion de PBS 0, lx se puede prepa-rar diluyendo 
1:100 una solucion de PBS lOx. Para ello, se afiade 1 ml de 
PBS lOx en una probeta y se enrasa hasta 100 ml con agua 

5 milli-Q (resistividad 18 MOcm) . La solucion resultante debe 
tener un pH comprendido entre 7 y 8. La soluci6n de PBS 10x 
se puede preparar mezclando y disolviendo 80 g de NaCI, 2 g 
de KC1, 14,4 g de Na 2 HPO, y 2,4 g de KH t P0 4 en 900-950 ml de 
agua destilada, en un vaso de precipitado de 1 1 con 

10 agitaci6n magnet ica y enrasando la solucion resultante con - 
agua destilada hasta 1.000 ml en un matraz aforado. La 
solucion obtenida se almacena a temperatura ambiente. 

1.4 Resultados 

IS La Tabla 1 muestra los valores de ELISA de 23 rauestras 

de alimentos rsin gluten" pero contaminados de gluten, 
alimentos que contienen gluten, y almidones contaminados con 
gluten) que han sido tratados a temperaturas elevadas, y 3 
controles de alimentos "sin gluten" no contaminados de 

20 gluten ♦ 

En dicha Tabla 1 puede apreciarse claramente, en las 23 
muestras ensayadas, un aumento en el porcentaje de gluten 
extraido con el procedimiento de la invencidn. El increment© 
del valor oscila entre aproximadamente un 30% y 
25 Aproximadamente un 173% en la mayorla de los alimentos 
excepto en los 3 controles. El porcentaje medio del 
increment© del valor del gluten en estos alimentos es de un 
70,4%. 
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Tabla 1 

Analisis de gluten en alimentos procesados con calor 





extraidos con 60% 


etanol 


y con el 


coctel de extraccion 


5 




Muestra 


60% 

Etanol 


Coctel de 
Extraccion 


% 

Aumento 






4064 


1,5 


4, 1 


173,3 






4062 


9,2 


9,5 


3,3 


10 


"Sin gluten" 


4011 " 


3,9 


6,2 


59,0 




contaminadas 


1143 


4,1 


10,3 


151,2 






3177 


3,9 


7,9 


102, 6 






3181 


4,1 


9,2 


124,4 




220°C 










15 




3569 


13, 9 


25,5 


83,5 






3576 


8, 4 


21,3 


153,6 




gluteir 


35 / / 


1 C A 

ID, 4 


20,7 


34,4 






3573 


3,1 


4, 2 


35, 5 






3S79 


7,6 


7, 9 


3,9 


20 
















3619 


8, 6 


11,2 


30,2 










18,8 


29,7 






3683 


3,6 


7,9 


119,4 






3817 


7,8 


14,0 


79,5 


25 




2162 


4,0 


6,9 


72,5 




^llC^C "Almidones" 
^gluten" 


4146 


2,0 


3,7 


85,0 




2159 


6,5 


9,4 


44, 6 






2160 


5, 0 


6,9 


38,0 






2161 


3,0 


4,1 


36,7 


30 




3S92 


8,2 


14,2 


73,2 






2195 


6,3 


10,2 


61, 9 






2163 


4,3 


5,8 


34, 9 






3515 


<0, 15 


<0, 15 


0,0 


35 


220°C "Sin gluten" 


3423 


<0, 15 


<0,15 


0,0 






3511 


<0,15 


<0, 15 


0,0 



70,4 




06- 8-10; 17:02 ; KAWAGUT l&PARTNERS Edwa rdS&Ange I I ; FAX 03 334 1 842 5 # 16/ 28 



WO 02/092633 PCT/ES02/00208 

13 

EJEMPLO 2 

Recuperacion cuantitativa de gluten 
en alimentos procesados con calor 
Este ensayo pone de manifiesto la recuperacion 
5 cuantitativa de gluten, obtenida mediante el procedimiento 
proporcionado por esta invencion, en alimentos procesados con 
calor, a diferentes temper a turas, frente a la recuperacidn no 
cuantitativa de gluten obtenida utilizando el metodo de 
extraccidn habitual con etanol 60% (Metodo de referenda) . 

10 

2,1 Materiales 
Para la realizacidn de este ejemplo se utilizaron: 

1) panes elaborados a teraperaturas diferentes: 20°C, 
15 60°C, 70°C, 90°C, 115°C, 150°C y 22D°C; y 

2) la harina con la que se elaboraron dichos panes. 

2,2 Metodo de referenda . 
20 El metodo de referenda es el metodo utilizado 

actualmente en la extracci6n de gluten utilizando una 
soluci6n acuosa de etanol al 60% [vease el Ejemplo 1.2]. 

2.3 Procedimiento de la invencion 
25 ,f El procedimiento de la invencion consiste en efectuar la 
extracci6n de gluten utilizando una solucion acuosa de etanol 
al 60% en presencia de un agents reductor y de un agente 
disociante y en presencia de un tamp6n de pH 7-8 (vease el 
Ejemplo 1.3] . 

30 

2.4 Resultados 
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 1, que 
representa el porcentaje de la recuperacion de gluten en 
panes procesados a distintas temperaturas y en la harina con 
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la que se han fabricado dichos panes, y extraido mediante el 
metodo de referenda o mediante el procedimiento de la 
invencion. £n el eje de abscisas se representan las 
temperaturas del procesamiento del pan y en ordenadas se 
5 representa el porcentaje de recuperacion de gluten, 
considerando el porcentaje recuperado en la harina utilizada 
para fabricar dichos panes como el 100%. En dicha Figura 1 se 
pone de manifiesto claramente la recuperacion cuantitativa de 
gluten en los panes procesados a diferentes temperaturas 
10 (practicamente del 100% a cualquier temperatura de procesado 
del pan) mediante el empleo del procedimiento de la invenci6n 
frente a la recuperaci6n no cuantitativa obtenida utilizando 
el metodo de referenda (60% etanol), observandose en este 
caso una reducci6n continua y prog.resiva del gluten 
15 recuperado (la recuperacion de gluten disminuye 
proporcionalmente a medida que aumenta la temperatura de 
procesado del pan) . 

EJEMPLO 3 

Recuperadon de gluten en alimentos no tratados con calor 
Se realizd este ensayo para comparar la eficacia del 
procedimiento proporcionado por esta invencion en la 
extracci6n de gluten en alimentos no tratados con calor, 
frente a la del metodo utilizado habitualmente (Metodo de 
referenda) * 

3.1 Materiales 
Para la realizacion de este ejemplo se utilizaron 7 
muestras de harina de trigo (Tr) y 1 de centeno (Cn) sin 
30 tratar con calor {vease la Tabla 2) . 

3.2 Metodo de referenda 
El metodo de referenda es el metodo utilizado 
actualmente en la extraccion de gluten utilizando una 
35 solucion acuosa de etanol al 60% [vease el Ejemplo 1.2). 



20 



25 




06- 8-10117:02 J KAWAGUT I ^PARTNERS 



Edwards&Angel I ; FAX 03 3341 842 



WO 02/092633 PCT/ES02/00208 

15 

3.3 Procedimiento de la invencion 
El procedimiento de la invencion consiste en efectuar la 
extraccion de gluten utilizando una solucion acuosa de etanol 
5 al 60% en presencia de un agente reductor y de un agente 
disociante y en presencia de un tampon de pH 7-8 [vease el 
Ejemplo 1,3] . 

3.4 Resultados 

10 La Tabla 2 muestra los valores de ELISA de 8 muestras de 

alimentos no tratados con calor. En dicha Tabla 2 puede 
apreciarse claramente, en las 8 muestras ensayadas, un 
aumento en el porcentaje de gluten extraido con el 
procedimiento de la invencion. El incremento del valor oscila 

15 entre aproximadamente un 12% y aproximadamente un 47% en 
todos los alimentos incluidos los controles. El porcentaje 
medio del incremento del valor del gluten en estos alimentos 
es de un 27,3%. 

20 Tabla 2 

Analisis de gluten en alimentos no tratados con calor 
extraidos con 60% etanol y con el c6ctel de extraccion 



25 h 



Muestra 


60% 

Etanol 


Coctel de 
Extraccion 


% 

Aumento 


Tr I 


5,6 


8,2 


46,4 


Tr II 


3,2 


3,6 


12,5 


Tr III 


5, 6 


8,1 


44, 6 


Tr IV 


• 5,2 


6,1 


17,3 


Tr v 


4,3 


5,1 


18,6 


Tr VI 


8,1 


9,5 


17,3 


Tr VII 


1/4 


1,8 


28,6 


Cn I 


7,3 


9,7 


32, 9 








27,3 



30 



35 
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1. Una composicion que coraprende un agente reductor de 
grupos disulfuro y un agente disociante, en un tampon de pH 

5 coraprendido entre 7 y 8. 

2. Composici6n segun la reivindicacion 1, en la que 
dicho agente reductor de grupos disulfuro se selecciona entre 
2-mercaptoetanol, ditiotreitol y sus mezclas. 

10 

3. Composicion segun la reivindicacion 1, en la que 
dicho agente disociante se selecciona entre hidrocloruro de 
guanidina, urea y sus mezclas. 

15 4. Composicion segun la reivindicacion 1, en la que 

dicho tampdn es una solucion salina con fosfatos (PBS) con un 
pH comprendido entre 7 y 8 o Tris pH entre 7 y 8, 

5. Un procedimiento para la extraccion de.. gluten en una 
20 muestra de un alimento que comprende extraer el gluten 
contenido en dicha muestra con una solucidn acuosa de etanol 
en presencia de una composicion segun cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 4. 

25 * 6. Procedimiento segun la reivindicacidn 5, en el que 
dicha solucion acuosa de etanol tiene un contenido en etanol 
comprendido entre 50% y 70%. 
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7. Procedimiento segun cualquiera de las 
reivindicaciones 5 6 6, que comprende . mezclar la muestra a 
ensayar con una composicion segun cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 4, incubar la mezcla resultante a una 
5 temperatura comprendida entre 37°C y 50°C, durante un periodo 
de tiempo comprendido entre 30 y 60 minutos, enfriar hasta 
temperatura ambiente, anadir una soluci6n acuosa de etanol y 
separar el sobrenadante que contiene el gluten extraido. 

10 8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que la 

incubacion de la muestra con dicha composicion se efectua a 
una temperatura de 50°C durante 40 minutos - 

9. procedimiento segun la reivindicaeidn 7, en -el que 
15 dicha $oluci6n acuosa de etanol es una solucion acuosa de 

etanol al 60%. 

10. Procedimiento segun la reivindicaeidn 7, que 
comprende, ademas, incubar la mezcla que contiene la muestra 

20 a ensayar, la composici6n de las reivindicaciones 1 a 4 y la 
solucion acuosa de etanol. 

11. Procedimiento segun la reivindicacion 10, en el que 
la incubacion de la mezcla que contiene la muestra a ensayar, 

25 ha composicion de las reivindicaciones 1 a 4 y la solucidn 
acuosa de etanol, se efectua a temperatura ambiente durante 
1 hora. 

12. Un metodo para la cuantif icacion por ELISA del 
30 gluten presente en una muestra de un alimento que comprende 

extraer el gluten contenido en dicha muestra mediante un 
procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 
11, y, a continuacion, cuantificar por ELISA el gluten 
extraido. 

35 
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13. Un kit que comprende una composicion segun 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o los componentes 
de dicha composici6n parcialmente mezclados o separados. 



ademas, una soluci6n acuosa de etanol o los componentes de 
dicha soluci6n acuosa de etanol por separado. 

15. Kit segun la reivindicacion 13, que comprende, 
10 ademas, los reactivos necesarios para la realizacion de un 
ELISA para cuantificar el gluten contenido en un alimento, 
mezclados total o parcialmente entre si o separados* 



5 



14. Kit segun la reivindicacion 13, que comprende, 





Figura 1 
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Applicant's or agent's file reference 
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REPRESA SANCHEZ, Domingo 
Consejo Superior de # 
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IMPORTANT NOTIFICATION 



Internationa! filing date (dey/month/year) 
03 May 2002 (03.05.02) 



Applicant 



CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTfFICAS et al 



The applicant is hereby notified of the following In respect of the priority daim(s) made In the International application. 

1 ffl Correction of priority claim. In accorded with the applicant's notice received on: 1 1 July 2002 (1 1 .07.02), 
the following priority claim has been corrected to reed as follows: 

ES 14 May 2001 (14.05.01) P 200101098 
Q even though the indication of the number of the eerilor application is missing. 

□ even though the following Indication in the priority claim is not the same as the corresponding ind^adon appearing 
in the priority document: fc^O - [)Q ^ 

2. □ Addition of priority deim. In accordance with the applicant's notice received on: , « 

the following priority claim has been added: *■ j. U<£ 4QQ7 

even though the indication of the number of the earlier application is missing, 

even though the following indication in the priority claim is not the same as the corresponding indiVsjSPn appearing 
in the priority document: 



B 



3. □ As a result of the correction and/or addition of (a) priority clalm(s) under items 1 and/or 2, the (earliest) priority date is: 

4. □ Priority daim considered not to have been made. 

□ The applicant failed to respond to the Invitation under Role 2$bi6.2(3) (Form PCT71B/316) within the prescribed time limit 

□ The applicant's notice was reoeived after the expiration of the prescribed time limit under Rule 26bis-1(e]. 

□ The applicant's notice failed to correct the priority claim so as to comply with the requirements of Rule 4.10. 

The applicant may, before the technical preparations for International publication have been com pleted and subject to the 
payment of a fee/request the International Bureau to publish, together with the International application, mformation 
concorning the priority claim. See Rule 2Sbis.2(c) and the PCT Applicant's Guide, Volume I. Annex B2(IB). 
$. □ In case where multiple priorities have been claimed, the above item(s) relate to the following priority claim(s): 



8. A copy of this notification has been sent to the receiving Office and 
[X] to the International Searching Authority (where the international search report has not yet bean issued). 
[Xj the designated Offices (which have already boon notified of the roceipt of the record copy). 



The international Bureau of W1PO 
34, chomin des Colombottes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No. (41-22) 740-14.35 



Authorized officer 

Lazar Joseph PANAKAL 

Telephone No. (41-22) 333.83.38 
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